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摘   要：塑料自 20 世纪首次合成以来给人类生活带来了极大的便利。然而，塑料稳定的高分子

结构导致了塑料废弃物的持续堆积，对生态环境和人类健康均造成严重威胁。聚对苯二甲酸乙二

·塑料解聚酶的设计与改造· 
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醇酯[poly(ethylene terephthalate), PET]是产量最高的一种聚酯类塑料，近年来 PET 水解酶的相关研

究展现出生物酶法对塑料进行降解、回收的巨大潜力，也为塑料生物降解机制研究建立了参考范

例。本文综述了不同微生物来源的 PET 水解酶及其 PET 降解能力，阐述了最具代表性的 PET 水

解酶—IsPETase 降解 PET 的催化机理，并总结了近年来通过酶工程改造而获得的高效降解酶，为

未来的 PET 降解机制研究、PET 高效降解酶的进一步挖掘和改造提供参考。 
关键词：塑料降解；聚对苯二甲酸乙二醇酯；PET 水解酶；催化机理；酶工程改造 

Advances in poly(ethylene terephthalate) hydrolases 
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Abstract: Plastics have brought invaluable convenience to human life since it was firstly 
synthesized in the last century. However, the stable polymer structure of plastics led to the 
continuous accumulation of plastic wastes, which poses serious threats to the ecological 
environment and human health. Poly(ethylene terephthalate) (PET) is the most widely produced 
polyester plastics. Recent researches on PET hydrolases have shown great potential of 
enzymatic degradation and recycling of plastics. Meanwhile, the biodegradation pathway of 
PET has become a reference model for the biodegradation of other plastics. This review 
summarizes the sources of PET hydrolases and their degradation capacity, degradation 
mechanism of PET by the most representative PET hydrolase—IsPETase, and recently reported 
highly efficient degrading enzymes through enzyme engineering. The advances of PET 
hydrolases may facilitate the research on the degradation mechanism of PET and further 
exploration and engineering of efficient PET degradation enzymes. 
Keywords: plastic degradation; poly(ethylene terephthalate); PET hydrolase; catalytic 
mechanism; enzyme engineering 

 
塑料因方便、耐用、成本低、可塑性高等

优点被广泛应用于全球各地的生产、生活领域，

极大地便捷了人类生活。但与此同时，塑料化

学惰性高且极难降解，其大量使用造成了废弃

物的严重积累[1]。目前全球每年生产约3.67亿t
的塑料[2]，其废弃物广泛存在于海洋、土壤、

空气乃至人体中[3-5]；经过海洋生物摄入[6]，塑

料在食物链中逐渐积累[7-8]；大量塑料垃圾对生

态环境、人类健康造成了巨大威胁[9-10]。聚对苯

二甲酸乙二醇酯 [poly(ethylene terephthalate), 
PET] 是一类以对苯二甲酸 (terephthalic acid, 
TPA)和乙二醇(ethylene glycol, EG)为单体，高

度聚合的聚酯类高分子材料 [8]，在纺织产业、

包装、食品工业等多个领域广泛应用 [11-12]。

据估计，世界上每分钟即有100万个PET瓶被

生产出来 [13]。对PET废弃物进行有效地回收

处理对于减少资源浪费、维护生态稳定是迫

在眉睫的。  
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传统的PET废弃物处理手段如填埋、焚烧、

化学分解等方法成本较高，会产生多种有害分

解产物，对环境产生二次污染[14-16]；机械、热

处理方法可用于PET塑料的回收再利用，但重

复的回收处理会导致PET塑料性能下降[17]。因

此，面对当前严峻的塑料污染，寻求新的PET
废料的回收循环处理方法十分迫切。生物降解

法具有反应环境温和、产生污染少、安全性高、

能量消耗相对较低等突出优势，是一种极具前

景的PET分解与再生策略[18]。近年来，基于PET
水解酶的生物酶法降解展现出巨大的应用潜

力 [19]，该方法通过PET水解酶催化PET的酯键

水解，将长链分子分解为小分子物质，实现

PET的降解与单体回收，从而实现PET的循环

经济。本文旨在对该过程中最关键的PET水

解酶的来源、催化活性、催化机理以及酶工

程改造进行系统性综述，为PET的降解机制

研究、PET高效降解酶的进一步挖掘和改造

提供参考。  

1  不同来源的 PET 水解酶 
1.1  细菌来源的 PET 水解酶 
1.1.1  来 源 于 大 阪 伊 德 氏 杆 菌 (Ideonella 
sakaiensis)的 IsPETase 及 PET 降解模型 

2016年，Yoshida等[20]在PET瓶回收厂中分

离得到了一株能够降解PET的细菌 (Ideonella 
sakaiensis) 201-F6，这是首次从自然界中分离获

得能够以PET为唯一碳源生长的细菌，从该菌

中发现了PET降解的关键酶——常温下具有最

高PET水解活性的IsPETase，并首次揭示了PET
的完整降解途径，这一针对传统意义上的“非
可降解塑料”的生物降解研究引起了广泛的关

注。该菌能够以低结晶度的PET膜为唯一碳源

进行生长，根据该研究及相关文献[20-22]推测该

菌降解PET的模型为“体外解聚，体内矿化”：

(1) IsPETase通过N端信号肽介导的分泌途径

被分泌到胞外，IsPETase表面疏水，附着于PET
表面。长链PET分子进入IsPETase表面的催化

裂隙被降解。PET长链被水解为对苯二甲酸双

(2-羟乙基 ) [bis(2-hydroxyethyl) terephthalate, 
BHET]、对苯二甲酸单 (2-羟乙基 ) [mono(2- 
hydroxyethyl) terephthalate, MHET]、TPA和EG
等小分子产物 (图1A)。 (2) 位于周质空间的

MHETase将MHET分解为TPA和EG，进而通过

中心代谢供给菌体生长所需(图1B)。IsPETase在
高温条件下稳定性较差，但温和条件下(30–40 °C)
对于PET的降解能力远高于TfH、LCC、FsC等其

他对PET具有降解活性的酶，且对底物特异性

较强，虽然许多酯类水解酶对碳链较短的底物

更为偏好，但IsPETase对p-NP酰酯的活性低于

TfH、LCC、FsC等，而对PET的降解活性却分

别高出120、5.5、88倍[20]。 
1.1.2  放线菌来源的 PET 水解酶 

多种PET水解酶来源于嗜热放线菌，这部

分酶的作用温度均在50−65 °C之间，热稳定性

较高。Kawai等[23]对(Saccharomonospora viridis) 
AHK190来源的Cut190进行了改造，其变体

(S226P/R228S)的热稳定性得到提高，65 °C条件

下仍然非常稳定，70 °C加热1 h后仍然存留40%
的活性，在Ca2+存在时，63 °C反应3 d，PET-GF
膜的失重率达到13.5%±0.5%，PET-S膜失重率

达到27.0%±1.0%。来源于(Thermobifida fusca) 
DSM43793的TfH (或称BTA1)在55 °C的条件

下降解经预处理的 P E T瓶，失重率达到近

50%[24]。TfCut1、TfCut2 (T. fusca KW3来源)
活性提高的突变体已经应用于涤纶纤维等纺

织品表面的改性处理上 [21]。除此之外，BTA2 
(T. fusca DSM43793来源)，Thc_Cut1、Thc_Cut2 
(Thermobifida cellulosilytica DSM44535来源)，
Thf42_Cut1  (T .  fusca DSM44342来源 )， 
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图1  PET的生物降解途径   A：IsPETase对PET的降解途径[20]. B：I. sakaiensis 201-F6菌株对PET的降

解过程假说[22] 
Figure 1  Biodegradation pathway of PET. A: Enzymatic degradation of PET[20]. B: Proposed PET 
degradation pathway by I. sakaiensis 201-F6[22]. 
 
Tha_Cut1 (T. fusca来源)，Tcur_1278、Tcur_0390 

(Thermomonospora curvata DSM43183来源)，
Thh_Est (Thermobifida halotolerans DSM44931
来源)等也对不同PET底物表现出不同程度的降

解能力(表1)。 

1.1.3  其他细菌来源 PET 水解酶 
除备受关注的IsPETase以及来自于放线菌

的PET水解酶外，许多来自其他细菌具有PET
降解活性的酶相继被发现(表1)。其中，来源于

海洋微生物Pseudomonas aestusnigri VGXO14T

中的PE-H[25]在30 °C对无定型PET材料具有降

解作用，将其250位酪氨酸替换为丝氨酸后，

活性位点体积相比野生型扩大了一倍，其PET的

降解活性得到了相应提高：底物为PETa (无定型

PET材料)时，产生(5.4±0.6) mg/L MHET；底物

为PETb (PET瓶材料)时，能检测到MHET的产

生[26]。RgPETase分离自Rhizobacter gummiphilus，
其与IsPETase对于微结晶度的PET (mc-PET)的
降解活性相近，但对低结晶度的PET (lc-PET)

降解能力较低[27]。BurPL分离自Burkholderiales 
bacterium，对PET的水解活性与IsPETase相近，

但热稳定性更强[28]，在40 °C时的活性更高。除

此之外，SbPETase、BsEstB等也来源于细菌，

同样表现出对PET的降解活性(表1)。 

1.2  真菌来源的 PET 水解酶 
FsC (Fusarium solani来源)和HiC (Humicola 

insolens来源)两种PET水解酶来源于真菌，对

PET具有不同程度的降解效果(表1)，主要降解

产物为TPA与EG。FsC在50 °C活性最强，与低

结晶度PET膜(lcPET, 结晶度7%)孵育96 h得到

5%的失重率。相比之下，HiC的热稳定性更高，

且对底物具有更高的亲和性，在接近PET的玻

璃化转变温度时(70 °C)表现出最高活性，因而

对PET的降解效率更高；虽然优先降解无定型

PET膜，但其能力也足够降解lcPET，在70 °C
条件下，与底物孵育96 h可以实现97%±3%的

失重率；对结晶度为37%的boPET也有一定降

解能力[29]。 
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1.3  宏基因组来源的 PET 水解酶 
宏基因组策略于挖掘生态系统环境中不可

培养部分的生物和基因多样性具有强大潜力，

是从复杂的微生态系统中发现功能酶的有效手

段[30-31]。设计合理高效的算法以探索有价值的

宏基因组数据库、进行有效功能分析，对于发

掘新基因具有重要意义[32]。LCC、PHL7 (PES- 
H1)、PET2、PET5、PET6、PET12、Ple628、
Ple629等均来自环境宏基因组(表1)。其中最具

代表性的是LCC。 
LCC分离自枝叶堆肥的宏基因组，是一种

嗜热PET水解酶[33]，受到了研究者的广泛关注。

LCC结构中Cys275和Cys292之间形成二硫键，

热稳定性强，最适反应温度为50 °C；在65−70 °C
的温度下，24 h可降解24%−48%的低结晶性

PET，溶解温度较高，85 °C时仍然具有活力[34]。

PES-H1 (PHL7)由Pfaff等分离自堆肥宏基因组，

经 过 L92F/Q94Y 的 氨 基 酸 替 换 后 ， PES-H1 
(L92F/Q94Y)对无定型PET膜和生活中的商用

PET的降解能力分别提高了2.3倍和3.4倍[35]。 
一项有关于海洋宏基因组的研究表明，编

码PET水解酶同源蛋白的基因分布于全球的海

洋环境中[36]，海洋微生物组对于塑料降解酶的

开发具有巨大的潜力 [37-38]。表1所述PE-H、

PET2、Ple628、Ple629均发现于海洋微生物。

其中，PET2由Danso等[39]于海洋宏基因组中获

得，其最适反应温度为55 °C，在90 °C孵育5 h
后存留 80% 活性，热稳定性超过了 LCC ；

Meyer-Cifuentes等 [40]于海洋富集微生物宏基因

组分离获得Ple628和Ple629，均能在30 °C条件

下降解PET纳米颗粒产生MHET，其中，Ple629
的降解活性高于Ple628。 

1.4  PET 水解酶的进化关系与分类 
PET作为一种聚酯类塑料，其降解酶主要

来自羧酸酯酶、脂肪酶和角质酶等水解酶[54-55]，

通过对表1中的PET水解酶进行序列比对与系

统发育树分析(图2)可以看出，不同来源的PET
水解酶在系统发育树中聚成了3个簇，即A簇、

B簇和C簇。除了来自宏基因组且来源尚不明确

的PSH-1和LCC外，A簇中的PET水解酶均来源

于放线菌(革兰氏阳性菌)；PSH-1和LCC与一系

列革兰氏阳性菌来源的PET水解酶存在同一个

簇中，进化关系较为接近，因而它们可能同样

来源于革兰氏阳性菌。B簇中， IsPETase、
RgPETase、BurPL、SbPETase均来自革兰氏阴

性菌；PET2、PET5、PET6、PET12、Ple628和
Ple629均来源于宏基因组，但除PET2、Ple628
及Ple629的来源尚不明确，其余均被注释来自

于革兰氏阴性菌；由于与一系列革兰氏阴性菌

来源的PET水解酶进化关系接近，据此推测

PET2、Ple628和Ple629可能同样来源于革兰氏

阴性菌。C簇目前有3个PET水解酶，其中HiC、

FsC均来自真菌，而BsEstB较为特殊，来自枯草

芽孢杆菌，为革兰氏阳性菌，但其与真菌来源

的HiC、FsC进化关系更为相近。通过系统发育

树分析以及表1中所示的降解活性来看，来自革

兰氏阳性菌尤其是放线菌中的PET水解酶往往

在高温下具有较高的活性。虽然在革兰氏阴性

菌中发现的PET水解酶也会表现出一定的耐热

性，如PET2、PET5、PET6、PET12可以在50 °C
表现出催化活性，但其降解能力却低于大部分

革兰氏阳性菌来源的PET水解酶。以上分析可

以为将来新型PET水解酶的发现提供一定的参

考：耐热酶的发掘可重点关注革兰氏阳性细菌

或真菌，而常温酶的发掘可重点关注革兰氏阴

性细菌。 

2  PET 水解酶的结构与降解机理 
目前发现的大部分PET塑料降解酶同源性

较为接近，大多属于α/β水解酶超家族，且其折 
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图2  不同来源PET水解酶的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of PET hydrolases from different sources generated by neighbor-joining 
algorithm. 
 
叠结构也基本相同[56]。它们通常由两侧的α-螺
旋和被其包裹着的几个相互平行的β-折叠构

成，具有较保守的催化三联体残基序列[57-58]，

其对底物的降解过程基于催化三联体中作为亲

核试剂的氨基酸残基对底物酯键的亲核攻击而

进行[22]。 
IsPETase的晶体结构于2017年被首次报

道 [59]，其结构及对PET的降解机制受到广泛关

注，相关研究在各类PET降解酶中最丰富[42,60]。

IsPETase同属于α/β水解酶超家族[61]，中心结构

中的9个β-折叠被7个α-螺旋所包围[62]，具有保

守的S160-H237-D206的催化三联体结构和氧阴

离子穴，活性位点附近具有丝氨酸水解酶Gly– 

x1–Ser–x2–Gly 基 序 (Gly158–Trp159–Ser160– 
Met161–Gly162)[39,60](图 3)。 IsPETase与TfH、

LCC、Cut190等许多具有PET水解活性的酶高度

同源，但同时也具有几个独特的结构特点。首

先，IsPETase分子内有2个二硫键，其中特异的

DS1连接着两个包括催化中心酸 (D206)、碱

(H237)的环。第二，其他同源酶中214位氨基酸

为His，其侧链较大，且与W185距离更近，因

此W185仅有1种构象，而IsPETase中214位氨基

酸为Ser，其侧链较小，因而催化中心附近的

W185在晶体结构中呈现出3种不同的构象，其

中IsPETase W185所特有的B构象更利于PET底

物与反应活性位点的结合。 
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图3  IsPETase的三维结构(PDB ID: 5XG0)[59]   α-螺旋显示为蓝色，β-折叠显示为红色，绿色虚线圈

内绿色棍棒所显示3个氨基酸为催化三联体(S160-H237-D206) 
Figure 3  Structure of IsPETase (PDB ID: 5XG0)[59]. α-helix are shown in cyan, β-fold are shown in red, and 
catalytic triad in green dashed circle are shown as green sticks. 
 

目前已有多项研究对 IsPETase 催化 PET 降

解的机制进行了解析。Han 等[59]以 2-羟乙基甲

基对苯二甲酸酯 [1-(2-hydroxyethyl) 4-methyl 
terephthalate, HEMT] 、 对 硝 基 苯 酚 (para- 
nitrophenol, pNP)模拟反应底物，与 IsPETase
进行共结晶，得到了配体结合模型。在其研究

中，第一个 TPA 单元内，HMET 的酯氧原子

与 H237 的侧链形成氢键，苯环与 B 构象的

W185 形成面—面堆积，羰基氧原子与构成氧

阴离子洞的氨基酸 M161、Y87 的残基之间形

成氢键，其他残基提供疏水相互作用；第二个

TPA 单元内，T88 提供氢键作用力，W159 提

供苯环间的面—面堆积，因而 HEMT 被稳定

结合于 IsPETase 中。pNP 与 TPA 的结构非常

类似，作者以 pNP 模拟 TPA 在 IsPETase 中的

状态。pNP 结合于 HEMT 的第一个 TPA 单元

所结合的位点处，但相比 HEMT， IsPETase
与配体间的相互作用更少，仅有 W185、I208、
M161 的疏水相互作用。其与 IsPETase 之间的

相互作用力更弱，因而产物的苯甲酸基团可能

与 W185 相互作用后，会被旋转并从催化中心

释放 [63]。  
Joo 等[60]以 2-HE(MHET)4 [2-hydroxyethyl- 

(monohydroxyethyl terephthalate)4]为配体，通过

分子对接，模拟了较长的 PET 链在 IsPETase 结

合位点中的存在状态。Ser160、His237、Asp206
构 成 了 IsPETase 的 活 性 催 化 中心，其中

Ser160作为亲核试剂攻击 2-HE(MHET)4中的羰

基碳原子，进而切断酯键。在其研究中，

IsPETase 的底物结合位点可以分为两部分，亚

位点Ⅰ、亚位点Ⅱ。其中亚位点Ⅰ结合 1 个 TPA
单元，亚位点Ⅱ具有 a、b、c 这 3 个结合位点，

分别结合 3 个 TPA 单元(图 4)。第一个 MHET
单体分子的苯环结合于 Tyr87 和 Trp185 两个芳

香残基之间的沟壑上，主要以 π-π 键之间的相

互作用稳定底物结合，同时 Met161、Ile208 为

亚结合位点Ⅰ提供疏水的底面和侧面。亚结合位

点Ⅱ相较位点Ⅰ更长、更浅，主要靠疏水作用力

稳定底物结合。 
IsPETase的催化活性中心位于亚位点Ⅰ和亚

位点Ⅱ之间，催化第一个TPA单体与EG之间酯

键的断裂，降解过程如图4所示。IsPETase在胞

外将PET分解为MHET等小分子物质，水解产物

可能通过外膜蛋白(如孔蛋白)运输至周质空间，

进而MHETase发挥作用，将MHET降解为PET
单体物质[22](图1B)。 
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图4  IsPETase催化PET水解机制推测 
Figure 4  Proposed mechanism for PET hydrolysis catalyzed by IsPETase. 
 

3  PET 水解酶的酶工程改造 
大多数PET水解酶的野生型仅对经过粉

碎、结晶度低的PET底物具有较高的降解活

性，且热稳定性较差，在中温环境中很快失

去活性。因此，亟需针对PET水解酶的降解活

性、热稳定性进行分子改造。许多研究基于

蛋白结构分析，通过氨基酸替换，稳定活性

位点、为底物的结合创造空间、提供疏水亲

和力等实现活性位点的优化，或引入二硫键、

分子内盐桥，稳定蛋白折叠结构，提高PET
水解酶的性能 [21]。  

作为一种半结晶聚合物，PET含有结晶区

和非晶态区。PET的玻璃化转变温度为75 °C

左右，高于75 °C的环境将促进聚合物链的迁

移，PET从结晶态转变为更活跃的无定形态[64]，

非晶态组分离开结晶区域，酶更容易接近聚

合物链进行攻击，进而更有利于PET底物被

水解 [35,55,65]。PET酶解在水溶液中进行，在水

环境中，链之间的相互作用减少、导致PET的

Tg降低至60 °C左右[66-67]。因此，60−75 °C是较

为适宜和高效的PET降解反应温度。大部分具

有PET降解活性的酶在40−60 °C范围内发挥作

用，且即使部分水解酶可以在60−75 °C的温度

下工作，在高温条件下的长时间孵育同样容易

丧失活性。因此有研究者针对稳定蛋白结构而

进行分子改造，提高酶的热稳定性，使其在中

温环境长时间保持高效降解能力。 
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3.1  IsPETase 的酶工程改造 
IsPETase因其在常温下对PET相对较高的

降解活性受到了较为广泛的研究。I. sakaiensis
在温和环境中生存，因而IsPETase在常温下工

作，虽然其对PET的降解活性普遍高于其他酶，

但稳定性较差[68]，在37 °C孵育24 h后几乎失去

活性[69]，只能在远低于PET玻璃化转变温度的

环境下工作；降解效果有限，离工业化应用仍

有一定距离，50 nmol/L的IsPETase在30 °C、pH 
7.0的条件下与低结晶度PET膜反应18 h，只有

约300 μmol/L的分解产物能够被检测到[20]；其

仅对低结晶度的PET材料具有相对高效的降解

效果，对高结晶度的PET的降解能力极低。因

此，有大量研究针对提高IsPETase的热稳定性、

降解效率对其进行分子改造。 
Son等 [69]通过理性设计构建了 IsPETase变

体IsPETaseS121E/D186H/R280A，通过氨基酸替换，引

入氢键作用力，极大地稳定了蛋白的折叠，使

得 IsPETaseS121E/D186H/R280A对PET的降解能力相

比野生型提高了14倍， IsPETaseS121E/D186H/R280A

也因此成为了许多研究者对IsPETase进行分子

改造的起始酶[13,70]。Cui等[71]通过基于结构的计

算设计获得了DuraPETase，将Tm提高了31 °C，

相比野生型降解活性提高约300倍，对结晶度

为30%的PET材料也表现出显著提高的降解

能力。Bell等[13]通过定向进化筛选得到突变体

HotPETase，其热稳定性极高，Tm高达82.5 °C，

在75 °C孵育90 min仅有6%的酶活性损失。Lu
等 [54]通过基于结构的机器学习构建了IsPETase
的突变体FAST-PETase，该突变体在50 °C条

件下表现出迄今为止最高的水解活性，相对

IsPETaseS121E/D186H/R280A活性提高约38倍，可将商

用消费后塑料(结晶度1.2%−6.2%)在1周内完全

降解，作者通过FAST-PETase将着色后的商用

PET材料解聚，回收降解产物TPA，进而重新聚

合成为PET材料，实现了PET的生产-使用-回 
收-酶解-再生产的闭环。 

通过结构分析、同源比对、定向进化等方

法，S139T、W159H/S238F、W159H/F229Y、

TS-PETase、TM3、D1等IsPETase突变体的水解

活性、热稳定性也得到了不同程度提高，具体

特性如表2所示。 

3.2  LCC 的酶工程改造 
LCC作为一种热稳定性强的水解酶，也是目

前PET水解酶中的研究热点之一。Tournier等[75]

在LCC的底物结合位点进行饱和突变，通过氨

基酸替换引入二硫键 (D238C/S283C)，得到

LCC-ICCG (F243I/D238C/S283C/Y127G)，进一

步提高了其热稳定性，Tm高达(70.1±1.5) °C，可

在72 °C、10 h内将预处理后的PET瓶降解90%。

2022年，Zeng等[76]进一步解析了LCC-ICCG的结

构，并引入了3个位点突变A59K/V63I/N248P，可

能通过介导β8-α6环的局部稳定，以及β-折叠中

央和多个α-螺旋之间的稳定，使其Tm值进一步

提高至98.9 °C。 

3.3  其他 PET 水解酶的酶工程改造 
其他 PET 水解酶通过基于结构的酶工程改

造也获得了降解能力的提高。对于 BurPL，研

究者通过与 IsPETase 的结构比对分析引入了 4 个

氨基酸替换(S335N/T338I/M363I/N365G)，改造

后 BurPL 的 PET 降解活性与热稳定性进一步提

高，Tm 值提高 9 °C，达到 63 °C，40 °C 条件下

的 PET 水解活性提高 2.8 倍；野生型 BurPL 在

40 °C 孵育 24 h 即失去一半酶活，经改造的酶

在 40 °C 孵育 48 h 仍然保持 40%的活性[42]。对

于 TfCut2，Ren 等[77]基于其和 LCC 的晶体结构，

通过分子对接比较了两者底物结合袋的拓扑

结构，在靠近 PET 二聚体模型底物的突变热点

进行了工程改造，通过定点诱变产生 TfCut2
变体，对 PET 膜和纤维的水解活性显著增强， 
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表2  IsPETase的酶工程改造 
Table 2  Enzymatic engineering of IsPETase 
Mutation sites ΔTm (°C) Degradation characteristics of PET (improved) Design approach and  

interpretation 
References 

S139T NA* Production amount of TPA increased by 8% Directed evolution [47] 
W159H/S238F +9.7 Ability to reduce the crystallinity and products  

release amount was improved 
Homology modeling [72] 

S121E/D186H/R280A +8.8 40 °C, 72 h, PET degradation activity was  
increased by 14-fold 

Structure-based design [69] 

W159H/F229Y +10.4 40 °C, 24 h, PET degradation activity was  
increased by 40-fold 

Mutation design tool  
Premuse 

[73] 

S214H/I168R/W159H/S188Q/ 
R280A/A180I/G165A/Q119Y/ 
L17F/T140D (DuraPETase) 

+31.0 37 °C, 10 d, over 300-fold enhanced  
degradation activity toward PET films  
(crystallinity 30%) 

GRAPE strategy [71] 

S121E/D186H/R280A/N233C/ 
S282C (TS-PETase) 

+22.3 Thermal stability was improved, and the  
activity retention time was prolonged at the  
reaction temperature. The products yield  
increased as the reaction proceeds 

Homology alignment [74] 

TS-PETase+K95N/F201I (TM3) +5.3 120 times higher degradation of PET  
nanoparticles 

Directed evolution and  
structural comparison  
with LCC-ICCG mutant 

[70] 

DuraPETase+N233C/S282C (D1) +36.1 Relative activity doubled at 50 °C and 60 °C Structural comparison  
with LCC-ICCG mutant 

[70] 

TS-PETase 
+P181V/S207R/S214Y/ 
Q119K/S213E/R90T/ 
Q182M/N212K/R224L/ 
S58A/S61V/K95N/M154G/ 
N241C/K252M/T270Q 
(HotPETase) 

+37.5 Thermal stability was improved, generating  
2.7×104 mol/L of product per mole of  
HotPETase within 1 h at 65 °C, with  
degradability to commercial PET materials 

Directed evolution [13] 

S121E/D186H/R280A/R224Q/ 
N233K (FAST-PETase) 

+22.3 Compared with S121E/D186H/R280A, PET  
hydrolysis activity increased by 2.4 and  
38 times at 40 °C and 50 °C 

Structure-based, machine  
learning algorithm 

[54] 

DuraPETase+N233K +38.4 IsPETase variant with the highest Tm so far Structure-based, machine  
learning algorithm 

[54] 

*: Not available. 
 
其中变体 G62A 和 G62A/I213S，在 65 °C 下反

应 50 h 后，使 PET 膜失重近 43%；Oda 等[78]

通过位点 Asp250 和 Glu296 引入一个二硫键，

使酶的热稳定性得到极大提高，溶解温度提高

了 20−30 °C 以上。Pfaff 等[35]对 PES-H1 进行了

改造，L92F/Q94Y 突变体对低结晶度 PET 粉末

(结晶度 13%)的降解能力高于野生型 PES-H1 及

LCC-ICCG。 

4  总结与展望 
目前，塑料制品的应用规模仍在不断扩大，

且大部分塑料都为一次性使用产品，大量塑料

废弃物在不断积累，渗透到自然环境、人类生

活的方方面面。近年来，生物可降解塑料正在

逐步发展[79]，但就当下而言，因成本低、耐用、

生产工艺成熟等突出优势，石油基塑料仍然是不

可替代的。有研究预计，到 2050 年将有 12 亿 t
塑料垃圾堆积在垃圾填埋场或自然环境中[12]，

塑料污染成为亟待解决的问题。 
以 PET 水解酶为代表的塑料生物降解近年

来发展迅速并取得了突破性进展，从最开始仅

能检测到微量降解产物，发展到实现完全解聚、
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回收单体并进行 PET 的再生产[54]，或能实现通

过菌株共培养进行 PET 废料发酵而发电、降解

产物再合成 PHB (聚羟基丁酸酯)等降解产物的

再利用[80-81]。然而，对于产业化应用来说，PET
的酶法降解仍然存在诸多限制：现有的降解酶

对低结晶度 PET 降解效率较高，但对于高结晶

度 PET 材料的降解能力极低[68]；对于商用 PET
材料，需要经过充足的预处理(如粉碎、加热等)
才能够实现有效分解[75]，仍需消耗较多的能量；

通过分子改造，降解酶突变体热稳定性的增加可

能同时引起蛋白结构刚性的增加，热稳定性提升

与水解活性的提高有时难以兼顾[70]，二者之间

应当存在较好的平衡。因此，挖掘新型高效、

热稳定性高的 PET 水解酶对于高效回收 PET 废

料具有重大意义。 
虽然基于理性设计的 PET 水解酶改造近年

来取得了很多成果[13,54,71,75]，但在突变体筛选过

程中涉及大量的蛋白纯化以及产物的色谱分

析，因此，提高酶活性检测效率、降低实验成

本，对于高效 PET 水解酶的改造和开发十分关

键。目前已有针对 PET 水解酶高通量筛选方法

的研究报道，Wang 等[47]基于提高酶的分泌表达

量而建立了高通量筛选方法 SecHTS，并筛选得

到了活性提高的突变体 IsPETaseS139T；Liu 等[82]

建立了基于双荧光检测的 PET 水解酶的高通量

筛选方法，并通过筛选获得了 6 个活性提高的

IsPETase 突变体。因此，开发 PET 水解酶高通

量筛选技术，高效评价大量降解酶的活性以实

现快速筛选获得高效降解酶，将有助于实现更

低成本的 PET 生物酶法降解回收。 
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